肺癌是中国及全球范围内发病率最高的实体肿瘤，中国患者中肺癌的5年生存率仅有19.7%^\[[@b1]\]^，而肺癌中约80%以上的患者为非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）。含铂双药化疗作为晚期NSCLC的标准治疗方案，其发展也进入了瓶颈期，以表皮生长因子酪氨酸激酶抑制剂（epidermal growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitors, EGFR-TKIs）为代表的分子靶向治疗显著延长了驱动基因阳性的晚期NSCLC的无进展生存期（progression-free survival, PFS）及总生存期（overall survival, OS）^\[[@b2]\]^，但是驱动基因作为与NSCLC发生发展相关的重要基因，其不稳定性决定了靶向药物治疗难以治愈肿瘤。免疫治疗作为治疗肿瘤的新希望，将晚期NSCLC 5年生存率呈数倍提升，然而其在未经选择人群中也只有15%-20%患者能从中获益，且有9%-29%的患者会出现HP，预后极度不良^\[[@b3]\]^。所以在免疫治疗的精准之路上仍需进一步探索。随着研究深入，肿瘤驱动基因通路和PD-1/PD-L1通路可能存在相互作用，众多研究显示对于驱动基因阳性的肺癌患者，免疫治疗效果差强人意，相关权威指南也将肺癌免疫治疗的人群限制在无驱动基因突变的患者。那么，是否能明确驱动基因阳性与免疫检查点抑制剂在晚期NSCLC患者中的疗效呈负相关，驱动基因和其他疗效预测标志物的内在联系有哪些，作用机制有哪些，基因突变状态能否预测HP，本文就这些问题的研究进展作一综述。

1. 驱动基因突变状态预测免疫治疗疗效 {#s1}
===================================

1.1. EGFR {#s1-1}
---------

*EGFR*是NSCLC中最重要的驱动基因之一。据统计47.9%的亚洲NSCLC患者携带*EGFR*突变，并且EGFR检测方法成熟而规范，其通路与PD-1/PD-L1通路的关系密不可分。众多研究表明*EGFR*突变患者免疫治疗获益不明显。Borghaei等^\[[@b4]\]^的研究是Nivolumab对比多西他赛用于二线的非鳞状NSCLC的疗效分析，其主要研究终点OS的亚组分析显示，EGFR野生型患者较突变型患者从Nivolumab治疗中获得较好生存，然而*EGFR*突变组的HR（95%CI）为1.18（0.69-2.00），因此这一结论受限于小样本突变组HR的过于广泛的可信区间以及突变组数据的不完全统计，因此不能说明EGFR野生型患者从免疫治疗中获益。Herbst等^\[[@b5]\]^研究了Pembrolizumab对比多西他赛用于经治的、PD-L1阳性细胞表达率≥1%的晚期NSCLC。其中有9%的*EGFR*突变患者，这些患者并没有从免疫治疗中得到明显的临床获益。在一些*meta*分析的亚组分析中也涉及到了在不同*EGFR*突变状态下免疫检查点抑制剂对比化疗在总生存期及中位生存期上的差异。一项研究^\[[@b6]\]^中入组了4项Ⅲ期随机临床实验（使用的免疫检查点抑制剂包括atezolizumab、nivolumab、pembrolizumab），亚组分析显示，*EGFR*野生组人群比突变组人群更可能有OS获益（*P*=0.05）。其中*EGFR*突变人群占总人群的11.2%，此实验不能除外因小样本引起的Ⅱ型错误，并且一些实验没有给出*EGFR*突变状态，所以有可能会影响结果的可靠性。另一项*meta*分析^\[[@b7]\]^共入组9个相关实验，发现不仅PD-L1表达水平，还有*EGFR*突变状态也可影响免疫检查点抑制剂的疗效。而Lee等^\[[@b8]\]^的研究入组了3项随机临床试验，显示在*EGFR*突变组免疫检查点抑制剂对比多西他赛二线治疗晚期NSCLC无OS获益（*n*=186, HR: 1.05, *P* \< 0.81）。综合上述研究结果，*EGFR*突变组NSCLC患者对比野生组患者对于免疫检查点抑制剂治疗的反应率低。然而，这些实验有局限性，其中有小样本实验，有回顾性研究，*meta*分析中各实验存在异质性，入组标准存在差异，且各实验*EGFR*突变组的样本量远远小于野生组，其结论尚需进一步数据理论支持。

无法忽略的一点是，*EGFR*突变组缺乏免疫治疗获益也可能是由于低TMB或者是低PD-L1表达，或是导致了免疫抑制性微环境，那么，经多线治疗后，随着肿瘤细胞免疫原性的增加，是否有可能使得免疫检查点抑制剂获得更好的疗效呢？ATLANTIC研究^\[[@b9]\]^是一项2期单臂临床实验，研究结果显示，*EGFR*/*ALK*突变患者，如果PD-L1阳性细胞表达率≥25%，应用Durvalumab治疗总的生存获益达到13.3个月，比EGFR/ALK野生型且PD-L1阳性细胞表达率≥25%的亚组还多2.4个月。因此，该项研究认为，多线研究后再次使用Durvalumab，无论EGFR/ALK状态如何，均能从治疗中取得生存获益。因此，*EGFR*突变伴PD-L1高表达人群可能仍适于免疫治疗。

### 1.1.1. *EGFR*突变与PD-L1表达的关系 {#s1-1-1}

有一项II期研究结果显示，*EGFR*突变中PD-L1高表达的患者相对较少，大约只有5%^\[[@b10]\]^。此外在CheckMate 012研究^\[[@b11]\]^中，8例*EGFR*突变的NSCLC患者，4例对免疫治疗产生应答，其中1例患者PD-L1阳性细胞表达率≥1%，3例PD-L1阳性细胞表达率≥50%。这些结果均提示PD-L1表达水平低的*EGFR*突变患者免疫治疗疗效较差，结合上述的ATLANTIC研究，*EGFR*突变伴PD-L1高表达人群可能仍适于免疫治疗。

而关于*EGFR*突变对PD-L1表达水平的影响众说纷纭。很多研究结果显示PD-L1的表达受到EGFR信号的调控，然而*EGFR*突变是上调还是下调PD-L1表达仍有争议。Chen等^\[[@b12]\]^的研究未观察到EGFR-TKIs和抗PD-1抗体联合治疗的协同肿瘤细胞杀伤效果，但认为EGFR可上调PD-L1的表达水平。EGFR能通过p-ERK1/2/p-c-Jun通路来调控PD-L1的表达，*EGFR*基因突变会使得EGFR磷酸化水平提高，激活EGFR通路，磷酸化ERK及c-Jun，从而上调PD-L1的表达水平，而AKT通路在这个过程中并不发挥作用。Azuma等^\[[@b13]\]^分析了164个NSCLC术后标本的免疫组化，多样性分析显示*EGFR*突变状态与PD-L1高表达显著相关, 认为*EGFR*突变是上调*PD-L1*基因及蛋白表达的独立因素。在其他一些小样本研究^\[[@b14]-[@b16]\]^也发现*EGFR*突变型NSCLC患者细胞表面的PD-L1表达水平比野生型要高。因此*EGFR*突变阳性可能会通过上调PD-L1表达发生免疫逃逸。但也有研究^\[[@b17]\]^表明，PI3K-AKT通路与MEK-ERK通路均参与了EGFR对PD-L1的调控，利用PI3K-AKT通路及MEK-ERK通路的特异性阻断剂，均能够观察到PD-L1表达水平的显著下调。Hata等^\[[@b18]\]^分析了PD-L1表达与EGFR突变状态的关联。研究入组了77例经治NSCLC患者的96个标本，结果显示PD-L1的表达在EGFR突变的NSCLC样本中明显低于EGFR野生型。该研究认为，PD-L1表达与*EGFR*突变的关系仍有争议可能与EGFR-TKIs治疗手段介入导致的异质性相关。此外一些小样本研究^\[[@b19]-[@b20]\]^也认为*EGFR*突变患者的*PD-L1*基因及蛋白表达水平下降。

然而也有很多研究表明，PD-L1的表达与EGFR通路并无相关性，*EGFR*突变没有增加或减少PD-L1的表达。Yang等^\[[@b21]\]^检测了143例手术切除的肺癌组织标本，在*EGFR*突变型肺癌组织中发现PD-L1和PD-L2表达阳性与阴性的例数相比并无显著性差距。一些其他研究^\[[@b29]\]^也得出了相似的结论。为什么不同的研究得出如此迥异的研究结果呢？原因可能与PD-L1抗体检测的多样性及cutoff值不一致有关，另一个原因可能是不同人种及分子谱的差异，在欧美人群与东亚人群中，*EGFR*突变率存在差异。因此还需要更加深入的研究，以明确EGFR与PD-L1表达之间的关系及具体机制。

### 1.1.2. *EGFR*突变与TMB的关系 {#s1-1-2}

*EGFR*突变组免疫治疗效果差，一些学者认为最可能的解释是*EGFR*突变产生了弱的免疫原性和能导致免疫抑制的肿瘤微环境或者说是非炎性的肿瘤微环境。有研究^\[[@b6]\]^显示了*EGFR*突变组NSCLC患者对比EGFR野生组患者有较低的突变负荷，这一更低的突变负荷可以导致对免疫检查点抑制剂更低的敏感性。这一联系背后的机制可能是，可以被效应T细胞识别的体细胞突变导致了细胞质新生抗原的过度表达。*EGFR*突变尽管存在驱动基因阳性，但是产生新抗原的能力差。而Dong等^\[[@b19]\]^的研究结果体现了这一预测的可能性。驱动基因突变很少产生新生抗原，在20, 000个黑色素瘤内发现了20种新生抗原，只有8%的新生抗原来自驱动基因的突变，而剩下的92%的新生抗原均来自非驱动基因突变。此外，不同突变类型产生新抗原的能力不一致，对新生抗原的免疫原性也有影响。上述研究发现，*EGFR*突变比其他突变有最低的突变负荷和最低的Tv/Ti比率。因此，*EGFR*突变患者接受免疫治疗获益较差可能与此相关。

除了与免疫抑制分子相关外，研究认为具有*EGFR*突变的肿瘤多表现为单一致癌信号通路的活化，这类肿瘤较少产生其它基因的变异。另外，也有研究^\[[@b19]\]^显示，*EGFR*突变是吸烟人群中TMB减低的主要因素。因此*EGFR*突变肿瘤被认为是一种低免疫原性肿瘤，并不适合免疫治疗。也有研究认为*EGFR*突变患者有较低的TIL，导致机体由于缺乏效应细胞限制了免疫治疗的疗效。结合目前的研究数据，*EGFR*突变型NSCLC人群可能不是接受免疫检查点抑制剂治疗的最佳人群，然而免疫治疗绝不是*EGFR*突变患者的禁地，如*EGFR*突变伴PD-L1高表达人群可能仍适于免疫检查点抑制剂治疗。

1.2. 间变性淋巴瘤激酶（anaplastic lymphoma kinase, ALK） {#s1-2}
--------------------------------------------------------

*ALK*也是NSCLC重要的驱动基因，其中最常见的是棘皮动物微管相关蛋白4（EML4）-*ALK*融合基因突变，中国NSCLC患者中的阳性率为3%-7%。ALK与EGFR类似，均可通过激活PI3K/AKT及MEK/ERK信号通路上调PD-L1表达。有研究^\[[@b13]\]^发现，EML4-ALK阳性细胞的PD-L1表达水平显著高于EML4-ALK阴性的细胞，并且EML4-ALK融合蛋白的表达能够上调PD-L1的表达，抑制ALK的活性或敲除EML4-ALK后，同样能够降低PD-L1的表达。这表明PD-L1的表达受到EML4-ALK融合蛋白的调控。另有数据^\[[@b22]\]^表明，*EGFR*突变和*ALK*重排患者有较短的PFS和低ORR，表明*ALK*重排患者免疫治疗类似于*EGFR*突变患者，同样没有显示出确切的疗效，而PD-L1和CD8^+^ TILs共同存在的低比率可能是这一结论的基础。上文提到的ATLANTIC研究^\[[@b9]\]^显示，对于ALK重排患者，如果PD-L1阳性细胞表达率≥25%，那么免疫治疗也会起效。但EGFR与ALK免疫生物学性质可能有所不同。这足以说明*ALK*基因通路与免疫微环境之间相互作用的复杂性，免疫治疗在*ALK*重排的NSCLC患者中疗效并不突出。

1.3. KRAS/TP53 {#s1-3}
--------------

*KRAS*基因是NSCLC中重要的驱动基因之一，在NSCLC患者中，有15%-20%携带有*KRAS*基因突变，而且常发生在吸烟的肺腺癌患者中。*KRAS*基因属于*RAS*基因家族，为EGFR信号下游重要的调节位点，参与细胞增殖与分化的调节。*KRAS*基因突变使得在缺乏生长因子信号的条件下也可激活RAS-GTP酶，参与肿瘤的生成、增值、迁移、扩散以及血管生成各个方面，并且致癌RAS信号能通过稳定PD-L1 mRNA使得机体产生免疫耐受，*RAS*基因突变可以通过下游信号维持编码PD-L1蛋白的mRNA稳定，癌细胞不断合成PD-L1，与T细胞表面的PD-1结合，从而使癌细胞具备免疫抑制能力，发生免疫逃逸据。D'Incecco等^\[[@b23]\]^的研究观察到，PD-L1的表达与*KRAS*基因突变存在显著的相关性（*P*=0.006）。因此，*KRAS*基因与免疫微环境之间有何关联？*KRAS*基因突变患者与野生型患者对于免疫治疗的生存期有无差异？Dong等^\[[@b19]\]^研究了*KRAS*基因突变状态对肺腺癌中PD-1阻断治疗的研究价值。研究发现，*KRAS*突变患者PD-L1表达下降，并且具有更高的TMB、更高的Tv/Ti比率和错配修复基因缺失。一项回顾性研究^\[[@b24]\]^也发现，高*KRAS*突变率的患者低表达PD-L1。这些研究结果基本一致，指出了*KRAS*突变患者可能低表达PD-L1并且具有高的体细胞突变负荷。但是也有研究认为KRAS被认为与PD-L1表达呈正相关，而KRAS信号可能不参与PD-L1表达的调控^\[[@b25]\]^。因此这其中的复杂关系仍有争议，尚需要样本量更大、更权威的实验去进一步证实。但上述研究也提示*KRAS*突变患者可能获益于抗PD-1/PD-L1治疗。

从CheckMate 057实验^\[[@b4]\]^中可以看出，携带*KRAS*基因突变的患者，接受Nivolumab治疗之后获益，那些没有*KRAS*突变的患者没有从治疗中获益。Dong等^\[[@b19]\]^也指出，在免疫治疗中，*KRAS*突变与免疫治疗疗效的相关性非常复杂。*KRAS*突变有3种类型：仅*KRAS*突变、*KRAS*/*TP53*共突变、*KRAS*/*STK11*共突变。研究回顾性分析了接受过免疫治疗且存在*KRAS*突变的174例肺腺癌患者，得出结论：如果单纯*KRAS*突变，可能会预测此部分患者对于免疫治疗有更好的疗效，*KRAS*/*TP53*共突变患者能最大程度临床获益（ORR为30%），即使PD-L1表达为阳性也不例外。而*KRAS*/*STK11*共突变患者获益最少，提示*STK11*基因异常可能是*KRAS*突变的肺腺癌患者对免疫检查点抑制剂原发耐药的主要原因。很多人认为，之所以得出*KRAS*突变NSCLC患者免疫治疗疗效较好的结论，并且突变患者的TMB较高，均可能和吸烟相关。众所周知，吸烟是导致肿瘤发生突变的一个重要因素，吸烟相关肺癌被认为与TMB及*KRAS*突变发生率密切相关，吸烟患者中*TP53*突变是导致PD-L1表达上调的独立因素，STK11是下调因素，而非吸烟患者中任何基因突变均未改变PD-L1表达。这提示吸烟患者发生发生*TP53*突变是PD-L1表达上调的主要人群，而KRAS不是其显著的相关因素，并且*KRAS*突变仅在不吸烟人群中导致TMB增加。

由此可见，*KRAS*基因与PD-1通路之间具有复杂的相关性，多数学者认为在NSCLC患者中，*KRAS*突变作为独立因素有更低的PD-L1表达及更高的突变负荷，且*KRAS*突变比野生型可能免疫治疗效果好，*KRAS*突变状态有望成为NSCLC中免疫治疗疗效的预测标志物，但目前缺乏进一步大样本前瞻性验证。

1.4. MUC16 {#s1-4}
----------

来自天津市肿瘤研究所的研究人员发现^\[[@b26]\]^，在437例美国胃癌患者与256例亚洲胃癌患者的基因检测样本中，在168例（38%）美国样品组和57例（22%）亚洲样本组观察到*MUC16*基因突变。由于*MUC16*基因能够编码肿瘤抗原，此基因的突变会产生新的肿瘤抗原，因此MUC16患者有更高的TMB水平。*MUC16*基因在包括胃癌及NSCLC的多种肿瘤患者中也常发生突变，基于基因检测对比TMB的可行性及方便性，*MUC16*基因作为预测免疫治疗疗效的标志物值得进一步探索。

1.5. 其他基因 {#s1-5}
-------------

大约有2%-4%NSCLC患者携带*MET*外显子14突变，此类患者通常有吸烟史，且同时PD-L1表达高以及有更多的肿瘤免疫细胞浸润，但这部分患者TMB不高，对免疫治疗的反应并不高，目前这方面研究仍处于初级阶段，其潜在的相关机制尚不明朗。研究^\[[@b27]\]^显示，BRCA1/2及*POLE*突变的NSCLC患者有更高的TMB。Rizvi等^\[[@b28]\]^也在TMB最高的NSCLC患者中发现了*POLD1*、*POLE*以及*MSH2*突变。此外，*STK11*基因缺失，肿瘤组织中很少见到有效应性T淋巴细胞的浸润，也就是冷肿瘤，因此免疫治疗疗效欠佳，STK11缺失人群PD-L1表达通常较低，即使是TMB高负荷，也无法从免疫治疗中获益。TP53可能增加TMB，提高PD-L1表达，*TP53*突变肿瘤可能有更好的免疫疗效^\[[@b29]\]^。这些罕见基因的突变状态与免疫治疗的相关性也在研究进行中，期待取得更多的突破。

2. 驱动基因突变状态预测免疫治疗超进展 {#s2}
=====================================

免疫检查点抑制剂治疗成果鼓舞人心，但仍有部分患者在接受免疫治疗期间出现超进展（hyperprogression, HP）现象。HP目前尚无标准定义，综合目前文献，HP被定义为肿瘤的反常加速生长。包括在免疫治疗后第一次评价时进展，肿瘤体积增加 \> 50%且肿瘤增长速度 \> 2倍。接受免疫检查点抑制剂治疗后疾病HP的发生率为9%-29%，这部分患者一般预后极差，中位生存时间仅仅有2个月-5个月^\[[@b3],\ [@b30]\]^。因此，如何预测HP的发生至关重要。HP的分子机制仍然非常难以捉摸，在基因组生物标志物方面缺乏数据。只有*MDM2*/*MDM4*（murine double minute homolog 2 and 4）扩增和*EGFR*突变已被证实为HP独立的相关因素。就*MDM2*/*MDM4*扩增而言，Kato和Singavi等研究^\[[@b31]\]^发现，大约2/3的*MDM2*/*MDM4*扩增患者在队列中发现了HP现象，肿瘤进展速度高达40倍。然而还不能排除*MDM2*扩增子上不同基因的共扩增是HP的真正预测标志物。对于*EGFR*基因突变，在上述研究^\[[@b31]\]^中，有20%（2/10）和50%（1/2）的*EGFR*突变患者被证实为免疫治疗HP患者，其肿瘤进展速度亦可增加40倍。使免疫治疗生存获益最大化、适用人群精准化，需尽可能筛选出免疫治疗HP人群，进一步探索相关基因与HP现象的关联。

3. 总结与展望 {#s3}
=============

以PD-1/PD-L1为代表的免疫治疗作为最有希望治愈肿瘤的治疗方法，其相关研究方兴未艾。其中，有效率较低是目前限制患者获益的主要阻碍。基于目前研究结果，驱动基因阳性的NSCLC患者较阴性患者免疫治疗获益小，此部分患者目前首选的临床治疗策略是以TKI为代表的靶向治疗，驱动基因的靶标检测已相对成熟，且取材简单、可动态监测，结合NSCLC中基因突变通路与PD-1通路的相关性，驱动基因突变状态在免疫治疗中的疗效预测价值有着无限的可能性。免疫疗效和特定基因、抑癌基因及总体突变相关基因通路的关系的研究较少，且大部分为小样本或者回顾性研究，目前没有确切证据证明有特定的致癌基因或者抑癌基因作为独立变量与免疫治疗疗效相关。尚需进一步数据支持驱动基因突变作为预测标志物的地位，并进一步研究突变如何影响免疫微环境。对于驱动基因阳性的NSCLC患者，未来以免疫治疗为基础的联合治疗是一个值得展望的新方向，基于肿瘤微环境中的免疫细胞与血管生成相互作用，免疫联合治疗（如免疫检查点抑制剂联合化疗），或联合血管靶向治疗可能提高驱动基因阳性患者获益，但需注意安全性问题，警惕毒性的叠加。总之，精准治疗是今后肺癌治疗的一个方向，精准地筛选出抗PD-1/PD-L1治疗的最大获益人群还任重道远，未来仍需要一系列前瞻性、大样本、设计严格的临床研究来探索抗PD-1/PD-L1免疫治疗疗效的预测标志物。相信在精准指标的指导下，晚期NSCLC患者会得到更高效、更安全的PD-1/PD-L1抑制剂的治疗。
